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論 文 内 容 要 旨
序 論(第1章)
生 命 科 学 の進 歩 に対 す る天 然 生 理 活 性 物 質 の寄 与 は多 大 な もの が あ る。植 物 ア ル カ ロイ ドで あ
るryanodineを 用 い た研 究 に よ り,筋 肉 の興 奮 収 縮 連 関 の機 構 が 次第 に明 らか に さ れっ っ あ る。
筋 小 胞 体(SR)上 に局 在 す るCa2+遊 離 チ ャネ ル(ryanodinereceptor)は,興 奮 収 縮 連 関 に お
い て重 要 な役 割 を 果 たす 。 こ のCa2+遊 離 チ ャネ ル は,加 読roの 実 験 でSR外 部 のCa2+(μM)
に よ って も開 口 す るた めCa2+一inducedCa2+release(CICR)チ ャネ ル と も呼 ばれ て い る。
Caffeine,theophilline等 のxanthine誘 導 体 は,CICRを 促 進 す る代 表 的 な試 薬 で あ り古 くか
ら,ま た現 在 に お い て も,広 く用 い られ て い る。 しか し,caffeineの 作 用 濃 度 はmMオ ー ダ ー
と比 較 的 高 く,そ れ を受 容 体 結 合 実 験 に用 い る 目的 に は不 適 当 で あ った。
カ リブ海 産 の ホ ヤ で あ る 翫4競omαo伽 αcθα醗 か ら単 離 され た 天 然 物eudistominDの 誘 導
体 で あ るbromoeudistominD(BED)お よ び9-methyl-7-bromoeudistominD(MBED)は,
caffeineの そ れ ぞ れ約400倍 お よ び1000倍 強 力 なCa2+遊 離 促 進 作 用 を示 し,ま た その 作用 様 式
はcaffeineの そ れ と極 め て類 似 して いた 。 この こ とは,MBEDがSRのcaffeine結 合 部 位 に高
い親 和 性 で結 合 して そ の作 用 を示 す こ とを 示 唆 す る もの で あ る。
Caffeineは 筋 以 外 の組 織 に お い てCa2+遊 離 の促進 作用 だ け で はな く,多 くの作 用 を示 し,そ
の なか に は標 的分 子 が不 明 で あ る もの もい くっ か存 在 す る。 従 って,caffeineの 結 合 部位 の 研 究
に よ り新 た な薬 理 学 的知 見 が見 出 され る こ とが期 待 され る。
本 研 究 で はMBEDの3Hラ ベ ル体 で あ る[3H]MBEDを 用 い て,骨 格 筋SRにMBED結 合 部
位 が存 在 し,か っ そ の結 合 部 位 がcaffeineの そ れ と同 一 で あ る こ とを 明 らか に した(第2章)。
さ らに,caffeineの 作 用 部 位 と して重 要 な組 織 で あ る平 滑 筋 の ミク ロ ソ ー ム画 分 にMBED結 合
部 位 が存 在 す る こ とを明 らか に し,そ の部 分 精 製 を行 っ た(第3章)。 一 方,caffeineの 薬 理 作
用 と そ の標 的器 官 はCa2+遊 離 促 進 作 用 や 筋 組織 に限定 さ れ る もの で は な い ことか ら,第4章 で
はMBED結 合 部 位 の生 体 内分 布 に っ い て検 討 を行 っ た。 そ の 結 果,肝 ミク ロ ソ ー ム に最 も高 い
[3H]MBED結 合 活 性 が存 在 す る こ とが 明 らか とな っ たの で,そ の 性質 に っ い て検 討 した(第5
章)。
骨格筋SRのMBEDの 結合部位の性質(第2章)
ウサギ骨格筋より調整 した筋小胞体終末槽(TC-SR)に 解離定数(K。)お よび最大結合量
(B。の がそれぞれ40nMお よび10pmol/㎎ である[3H]MBEDの 高親和性結合部位 が存在する
ことを示 した。さらに,Ca2+遊 離に影響を与える薬物の[3H]MBED結 合に与える影響 を検討
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した と ころ,そ の結 合 がcaffeineお よ びAMP-PCPに よ っ て そ れ ぞ れ 阻 害(IC5。=0,8mM)お
よ び増 強(最 大175%)さ れ た が,ryanodine(10nM-10μM)やCa2+で は影 響 を受 けなか った。
ま た,caffeineに よ る阻 害 の様 式 は競 合 的 で あ る こ とが 明 ら か と な り,MBED結 合 部 位 が
caffeine結 合 部 位 と同 一 で,か っryanodine,AMP-PCPあ るい はCa2+の 結 合 部 位 とは 異 な る
部 位 で あ る こと が明 らか とな った 。
ま たprocaineは,チ ャネ ル分 子 のcaffeine/MBED結 合 部 位 に も及 ぶ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン変
化 を起 こ してCa2+遊 離 を 阻害 し,こ れ に対 してMg2+やrutheniumredはcaffeine/MBED結
合 部 位 に は影 響 を与 えず にCa2+遊 離 の阻 害 作 用 を示 す こ とを明 らか に した 。Caffeine結 合 部 位
はryanodinergceptor分 子 内 に存 在 す る と推 定 さ れ る が,分 子 内 に お け る結 合 部 位 の直 接 的 な
同定 は現 在 ま だ な さ れ て い な い。[3H]MBEDはryanodinereceptor分 子 に 直接 結 合 す る と考 え
られ,分 子 内 に お け るcaffeine結 合 部 位 の 同 定 に極 めて 有用 な手 段 で あ る 。
平 滑筋 ミク ロソ ー ム のMBED結 合 部 位 の 性 質(第3章)
各種 平 滑 筋 に お い てcaffeineに よ るCa2+遊 離 作 用 が認 め られ て い る こ とか ら,骨 格筋 と 同 様
に平 滑 筋 に対 して もMBEDがCa2+遊 離 促 進 作 用 を示 す こ とが 予 想 さ れ る 。 しか し,平 滑 筋 に
対 して はcaffeineは 弛 緩 作 用 を示 し,そ こ に は複 数 のcaffeine作 用 部 位 が 存 在 す る。MBEDは
分子 内 に お け る原 子 の 空 間 配 置 がcaffeineに 類 似 して い る と 考 え られ る こ とか ら,平 滑 筋 で
ryanodinereceptor以 外 のcaffeine結 合 部 位 に結 合 す る可 能 性 もあ る。
[3H]MBED結 合 活 性 の総:量 は可溶 性 画 分 で最:も多 く,単 位 蛋 白 量 あ た り の結 合 活 性 は ミ ク
ロ ソー ム画 分 で最 も高 か った 。平 滑 筋 ミク ロソ ー ム に は高 親 和性 結 合部 位(K。 一50nM,Bm.一
20pmol/㎎)が 存 在 し,caffeineが 骨 格 筋 の場 合 と同様 に競 合 的 に[3H]MBED結 合 を 阻 害 す る
こ とが 示 され た 。 この平 滑 筋 ミク ロソ ー ム を可 溶 化,分 画 した と こ ろ[3H]MBED結 合 活 性 は
2っ の ピー ク と して溶 出 され た 。 このcaffeine/MBED結 合 部 位 は報 告 され て い るryanodine結
合 部 位 よ り極 め て多 く存 在 し,そ の大 部 分 がryanodinereceptorと は異 な る こと が示 唆 さ れ る。
Ryanodinereceptor以 外 の 複数 のcaffeine結 合部 位 に結 合 す る と考 え られ る[3H]MBEDは,
caffeine結 合部 位 一 般 に対 す るプ ロー ブ と してcaffeineの 薬 理 作 用 を さ らに詳 細 に解 明 す るた め
の極 め て有 用 な ッー ル で あ る と考 え られ る。
MBED結 合部位の生体内分布(第4章)
本章では骨格筋SRお よび平滑筋 ミクロソームと同様に,[3HコMBEDが 他の組織 においても
caffeine結 合部位に結合する可能性を考え,MBED結 合部位の生体内分布にっいて検討 した。
検討 した全ての臓器(脳,肺,胸 腺,心,肝,脾 臓,腎,胃 〉のホモ ジネー トで[3H]MBED
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結合活性が認められ,そ のなかで肝が最 も高い値(23.1pmol/㎎)を 示 した。次に高 い値 を示 し
たのは脳(12。6pmQl/㎎)で,そ の他の臓器ではほぼ同程度の低 い値(4.5-6.7pmd/㎎)を 示 し
た。Caffeine(101nM)に よりいずれの臓器で も[3H]MBEDの 結合が完全に抑制 されることか
ら,全 てのMBED結 合部位はcaffeine結 合部位と同一(競 合的阻害)あ るいはcaffeineの 影響
を受ける部位(非 競合的阻害)の いずれかであると考えられる。胸腺を除 く全ての臓器において,
可溶性画分に存在する[3H]MBED結 合活性の割合は低 く,主 に膜画分 に存在 していた。肺お
よび肝では[3H]MBED結 合活性はミクロソーム画分に顕著 に濃縮されており,そ の程度はER
および細胞膜のマーカーの濃縮の度合とよ く一致 していた。また肝における[3H]MBED結 合
は,他 の臓器よりも著 しく高 く,か つ他の臓器 と比べてprocaineに よる阻害を受けに くいこと
か ら,そ の特殊性が示唆された。
肝 ミク回ソームMBED結 合部位の性質(第5章)
肝 ミクロソームに存在する[3H]ryanodine結 合部位の性質 は,骨 格筋,心 筋および脳 とは異
なり,そ の結合がcaffeineに よって阻害 されることが報告されている。 また,肝 細胞 において
caffeineに よりCa2+遊 離促進が認められ,し か もそれがryanodinereceptorを 介さないと報告
されている。従って,caffeine様 作用を持つMBEDが 肝(細 胞)のCa2+動 態に与える影響 は
興味深い。また前章の結果から,肝MBED結 合部位の特殊性が示唆されている。 このような理
由から,肝 ミクロソームにおけるMBED結 合部位の性質にっいてさらに検討を加えた。
肝 ミクロソームMBED結 合部位の結合親和性(K。=50nM)は,骨 格筋SRお よび平滑筋 ミ
クロソームのMBED結 合部位 と同程度であったが,最 大結合量(B_=350pmol/㎎)は 骨格筋
SR(10pmo1/皿g)の 約35倍,大 動脈平滑筋 ミクロソーム(20pmol/㎎)の 約17倍 と極めて高い
値であった。Procaineに よる[3H]MBED結 合の阻害 は10mMの 濃度でわずかにみ られたのみ
であり,AMP-PCPに よる[3HコMBED結 合の増大 も認められなかった。[3H]MBED結 合 の性
質が骨格筋SRの それと最 も異なる点は,caffeineに よって見かけ上非競合的に阻害され ること
である。これ らの結果とMBED,caffeineの 構造上の類似性を考え併せ ると,見 かけ上 の非競
合的阻害が直ちに両者の結合部位の不一致を示す と断言はできないが,競 合的阻害が見れる骨格
筋SRや 平滑筋 ミクロソームのcaffeine/MBED結 合部位 とは,明 らかに異なるタイプのMBED
結合部位の存在が明らかとなった。 この部位への[3H]MBED結 合は,Ca2+,Mg2+あ るいは
CICRチ ャネルを開口固定するryanodineに よって影響されず,ま た肝細胞を含む非興奮性細胞
でもCa2+遊 離へ大きく関与 しているIP3に よって影響を受けなか った。ADP,ATP,GTP,
UTPな どのヌクレオチ ド類は,こ の[3H]MBED結 合を顕著に阻害 した。 このような性質を示




複数のcaffeine結 合部位 ない しはcaffeine作 用分子に対 して高い親和性で結合する[3H]
MBEDは,そ れらの部位の性質や分子的実体を明 らかにするうえで極めて有用なツールであ り,
[3H]MBEDを 用いた本研究で得 られた知見がcaffeineの 新たな薬理作用,あ るいはその作用分
子の発見にっながることが期待 される。今後,新 たなcaffeineの 作用分子を見出す ことを目的
とする研究には,複 数種のMBED結 合部位の中か ら既知のものを区別 しうる選択的阻害剤(促
進剤)の 探索が必要 と思われる。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は,骨 格筋筋小胞体(SR)に 対 してcaffeine様 でかっそれより1000倍 強力 なCa2+遊
離促進作用を示 し,ま た分子内の原子 の空間配置がcaffeineに 類似 してい る化合物MBED
(9-methyl-7-bromoeudistominD)の3Hラ ベル体([3H]MBED)を 合成 して,そ の結合部位
の性質を明 らかにしたものである。
まず骨格筋に対する[3H]MBEDの 結合を詳細に検討した結果,SRにMBEDの 特異的結合
部位が存在 し,さ らにその結合部位がcaffeineの それと同一であ ることが明 らかとなった。 こ
の結果とMBEDお よびcaffeineの 作用の類似性 とを考え併せ,MBEDがSRのcaffeine結 合部
位に結合することによってCa2+遊 離を促進すると結論 している。また,PH]MBED結 合に対
するCa2千 遊離促進薬あるいはその阻害薬の影響を検討することにより,骨 格筋SRCa2+遊 離チャ
ネルのcaffeine/MBED結 合部位の薬理学的生化学的性質を明 らかにした。次に,caffeineの 代
表的な標的器官の一っである平滑筋(大 動脈)に もcaffeine/MBED結 合部位が複数存在 し,そ
の大部分がCa2+遊 離促進作用の作用点であるryanodinereceptorと は異なることを明らかに し
ている。これらの結果 は,新 たなcaffeineの 作用あるいはその結合蛋白質を見出すための リガ
ンドとして[3H]MBEDを 用いることが可能であることを示すものである。
MBED結 合部位の生体内分布を検討 したところ,肝 をは じめ として検討 した全ての臓器に
[3H]MBED結 合活性が認められたが,興 味深いことにこれらの結合 はいずれもcaffeineに より
完全 に抑制された。従 って,MBED結 合部位の全てがcaffeine結 合部位 あるいはそれによって
影響を受ける分子のいずれかであることが明 らかとなった。 これ らの結果 は,種 々の臓器の
caffeine作 用部位に対するリガンドとして,[3H]MBEDの 広範囲な用途を裏付けるものである。
さらに,最 も高 い結合活性を示 した肝 ミクロソームの[3H]MBED結 合の生化学的性質を詳
細に検討 してcaffeineに よる阻害の様式の違い等か ら,こ の肝MBED結 合部位が骨格筋SRの
caffeine/MBED結 合部位とは異なるタイプのものであることを明 らかにしている。 また,そ の
[3H]MBED結 合が各種nucleotideに よって阻害されることを見出し,こ の結合部位の分子的実
体や生理的意義を明 らかにす る手がかりを得た。
[3H]MBEDを 用いた本研究で得 られた新知見は,Ca2+遊 離の分子機構の解明 に貢献 しただ
けでなく,caffeineの 新たな薬理作用あるいはその作用分子の発見に大 きく寄与することが期待
される。
以上,本 研究内容は,学 位論文 として価値あるものと認める。
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